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前言

胃癌是消化道常见的恶性肿瘤类型之一，近年来胃癌的发

病率虽然有所下降，但其仍然是死亡率位居第二位的恶性肿瘤

类型，已经成为严重威胁人类健康的疾病[1-3]。胃癌的发生、发展

和转移的机制一直是医学界研究的重点。近年来研究表明Wnt

信号通路是调控胚胎和机体器官发育的重要信号通路，其在细

胞增殖、分化等生理学过程中发挥着关键性的作用[4，5]。但是研

究发现其在多种恶性肿瘤组织中如肺癌、肝癌、结肠癌等，呈现

异常激活状态，可能促进了肿瘤的发展和转移 [6，7]。目前关于

Wnt信号通路在胃癌发生和转移方面的研究较少，仅有的研究

主要集中于Wnt信号通路受体的变化或者细胞水平，而细胞水

平受到外界因素的影响，无法很好的反应体内癌变过程[8，9]。本

研究直接以临床肿瘤样本为研究对象，系统性对胃癌组织中

Wnt信号通路相关蛋白的表达状况进行详尽的分析，旨在为胃

癌发生、发展和转移提供理论基础，为临床治疗提供一定的靶

点。

1 资料和方法

1.1 一般资料

随机选取我院 2011年 6月到 2012年 6 月胃癌手术标本
47例作为研究对象。其中男 31例，女 16例；年龄 40-80岁，平

均年龄 60.5± 12.6岁；病理类型：低分化腺癌 24例，中分化腺
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癌 23例。所有患者在手术前均未接受过化疗。手术时取患者少

部分正常胃组织作为对照研究，所有正常组织均经病理学检测

证实未发生癌变。47例患者术后证实 28例出现淋巴结转移，
19例未见转移。转移组和非转移组患者在年龄、性别、病理类

型等比较无统计学意义。胃癌组织和正常胃组织取出后迅速冻

存于 -80℃，并马上安排进行实验，避免蛋白和 RNA降解，影响

实验结果。

1.2 实验仪器和试剂

茁-catenin、磷酸化 茁-catenin鼠单抗购自 CST公司；HRP-

羊抗鼠二抗购自 santa cruz公司；Triozol购自 Invitrogen公司；
SYBR Green 通用型 qPCR Master Mix 购自 ABI 公司；Re-

al-time PCR扩增仪购自 Applied Biosystems；逆转率试剂盒购

自 Takara公司；垂直电泳和水平电泳购自 BIO-RAD公司；
1.3 实验方法
1.3.1 实时荧光定量 PCR 取胃癌组织和正常胃组织 0.1 g置

于 1.5 mL离心管，加入 1 mL Trizol，在匀浆机中将其完全匀
浆，加入 200 滋L的氯仿振荡混匀，在冰上放置使液体分层后置

于冰冻离心机 12000 rpm离心 15 min，将上清部分小心吸入含

等体积异丙醇的 1.5 mL离心管中，混匀后冰上静置 10 min。然

后 12000 rpm离心 10 min，小心弃掉上清，沉淀用 1 mL预冷的
75% 的乙醇洗涤，8000 rpm 离心 10 min，弃上清，沉淀部分则

为 RNA，然后将 RNA溶解于 DEPC水处理的水溶液中，采用

紫外分光法检测 RNA浓度以及纯度，并根据逆转录试剂盒说

明书将 RNA逆转录为 cDNA。
根据 GenBank 提供的基因序列，分别设计 Wnt1、Wnt3、

Wnt3a、茁-catenin、CyclinD1和 c-Myc等分子的引物，序列如表
1所示。先对引物的退火温度和特异性进行验证，选取特异性

高的引物用于后续研究。反应体系：2× SYBR Green mix 10

滋L，上游 /下游引物（10 滋mol·L-1）各 1 滋L，cDNA 1 滋L，补双蒸
水至终体积为 20 滋L。RT-PCR板每孔加 20 滋L，根据所需的孔

数量配制相应的体积，加入 PCR 板中，1500 r·min-1离心 2
min。按照下述反应条件：预变性：95 ℃ , 30 s；变性：95 ℃ , 5 s；

退火延伸：60 ℃，30 s；构建溶解曲线。最后计算各个蛋白的
mRNA表达水平。

1.3.2 Western blot分析 取 0.1 g胃癌组织和正常胃组织，分

别置于含 200 滋L组织裂解液的 1.5 mL离心管中，超声破碎，在

冰上静置 30 min后，12000 rpm离心 15 min, 收集上清，采用
BCA蛋白蛋白测定试剂盒测定每个样品浓度。

研钵洗净于 80 ℃风干后冷却。样品加入 4× Loading

buffer沸水煮 10 min用于 SDS-PAGE。制备 SDS-PAGE，按照

顺序依次上样，起始电压 80 V待溴酚蓝进入分离胶，电压调整

至 120 V直到溴酚蓝迁移到凝胶下端附近，关闭电源，停止电泳。

然后将聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白采用水平电泳转移到

PVDF膜上，PVDF膜在 5%的脱脂奶粉中封闭 30 min后，置于

用 5%脱脂奶粉稀释的一抗中（每种抗体的工作浓度根据说明

书调整）4℃封闭过夜，次日 PBST洗涤 3次，每次 5 min；用 5%

脱脂奶粉稀释的二抗（工作浓度 1：2000）室温孵育 1 h，PBST

洗涤 3次，每次 5 min.然后用发光液处理，用 sunshine chemiQ
4800仪器拍照，同时以 茁-actin作为内参，采用仪器自带软件进

行定量分析，目的蛋白质相对表达量 =目的蛋白质条带灰度值
/茁-actin条带灰度值。
1.4 统计学分析

所有数据均采用 SPSS13.0统计学软件进行分析，计量数

据采用 x± s表示，计量资料比较采用 t检验，计数资料比较采

用 x2检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Wnt1、Wnt3、Wnt3a、茁-catenin、CyclinD1 和 c-Myc 等 Real

time PCR结果

结果如图 1所示，与正常胃组织比较，胃癌组织中 Wnt1、
Wnt3、Wnt3a、CyclinD1和 c-Myc等蛋白的 mRNA水平明显升

高，差异有显著统计学意义（P<0.05）。虽然胃癌组织 茁-catenin

蛋白 mRNA水平较正常胃组织提高，但是比较无统计学意义

（P>0.05）。
2.2 总 茁-catenin、磷酸化 茁-catenin、核内 茁-catenin 等蛋白
Western blot结果

采用Western blot分析了Wnt信号通路中总 茁-catenin、磷

酸化 茁-catenin、核内 茁-catenin的变化，结果如图 2D所示。采用
软件进行定量分析显示胃癌组织中总 茁-catenin 和核内

茁-catenin蛋白水平较正常胃组织明显升高，差异均有显著统计

学意义（P<0.05）。与正常胃组织比较，磷酸化 茁-catenin在胃癌

组织中显著下调，差异有统计学意义（P<0.05）。
2.3 Wnt1、Wnt3、Wnt3a水平与肿瘤转移的关系

结果如图 3所示，转移组胃癌组织中 Wnt1、Wnt3、Wnt3a

mRNA水平较未转移组胃癌组织明显增加，差异有统计学意义

（P<0.05）。

基因 Gene 碱基（bp）Base（bp） 上游（5'-3'）Upstream（5'-3'） 下游（5'-3'）Downstream（5'-3'）

Wnt1

Wnt3

Wnt3a

茁-Catenin

CyclinD1

c-Myc

茁-Actin

229

148

84

285

154

237

309

ACGTAGCCTCCTCCACGAACCTGC

AGCGCCTCGGAGATGGTAGTA

CAGGGTGAAGACATGCTGGTG

CGTGGACAATGGCTACTCAAGC

TTCGGGTAGTGGAAAACCAG

AACTACCTGGACCGCTTCCT

AGCGGGAAATCGTGCGTG

CGCATCTCGGAGAATACGGTCG

CTGGGTTGGGCTCACAAAAGT

CGAGGCGCTGTCGTACTTGT

TCTGAGCTCGAGTCATTGCATAC

CAGCAGCTCGAATTTCTTCC

CCACTTGAGCTTGTTCACCA

CAGGGTACATGGTGGTGC

表 1 实时荧光定量 PCR引物

Table 1 Fluorescence quantitative PCR primers at actual time
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图 1 正常胃组织和胃癌组织中Wnt1、Wnt3、Wnt3a、茁-catenin、CyclinD1和 c-Myc等 mRNA水平比较

Fig.1 Comparison of Wnt1, Wnt3, Wnt3a, 茁-catenin, CyclinD1 and c-Myc mRNA level in normal gastric tissue and gastric cancer tissue

图 2 正常胃组织和胃癌组织中总 茁-catenin、磷酸化 茁-catenin、核内 茁-catenin的表达水平比较

Fig.2 Comparison of total 茁-catenin, nuclear 茁-catenin and phosphorylation 茁-catenin protein level in normal gastric tissue and gastric cancer tissue

图 3 转移和未转移患者Wnt1、Wnt3、Wnt3a mRNA水平比较

Fig.3 Comparison of Wnt1, Wnt3, Wnt3a mRNA level in metastasis group and un-metastasis group
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3 讨论

Wnt信号通路是普遍存在于各种动物体的信号通路，在调

控胚胎正常发育、参与细胞增殖与分化等过程中起着重要作

用[10]。Wnt信号通路主要包括经典Wnt信号通路，细胞极性调

控通路和Wnt/Ca2+通路，目前研究主要集中于经典的 Wnt信

号通路[11-13]。尽管Wnt信号通路由多种蛋白质构成，但是各种

调节因子的变化主要通过改变 茁-catenin在细胞质内浓度来实

现。研究显示在正常细胞中，Wnt信号通路基本处于沉默状态，

细胞质中 茁-catenin一部分与细胞膜上的 E-cadherin结合，一部

分与 APC、GSK-3及 Axin结合形成复合体，并经泛素 -蛋白酶

体讲解，细胞质中游离的 茁-catenin蛋白含量极低，因此不足以

激活Wnt信号通路[13]。

但是癌基因或抑癌基因的突变均可导致正常调控细胞增

生的调节途径不恰当的活化，使细胞增生失控而致肿瘤形成。

近年来研究显示 Wnt信号通路在胃癌的发生和发展中起着重

要作用。体外研究显示Wnt10A在许多胃癌细胞系中呈现异常

高表达[14]。另一项研究显示Wnt5A在肿瘤组织中呈现明显的

高表达，且可能与癌细胞的侵袭和转移有着一定的关系[15]。由

此可见Wnt信号通路在胃癌中可能异常活化。

本研究对比分析了正常胃组织和胃癌组织中 Wnt信号通

路相关蛋白的表达情况。研究结果显示在胃癌组织中 Wnt1、
Wnt3和Wnt3a mRNA水平显著提高。Wnt1、Wnt3和Wnt3a是
wnt信号通路中分泌型信号蛋白，其可与细胞表面的 Frz 跨

膜受体结合，并与辅助受体结合形成三聚体，并将信号传递进

入胞内。胞内信号使 Dsh蛋白磷酸化，则抑制了 GSK-3茁的生
物学活性，使其无法对 茁-catenin 的磷酸化降解，进而导致

茁-catenin在细胞质中大量聚集 [16，17]。我们的研究显示 Wnt1、
Wnt3和Wnt3a的高水平表达激活了下游分子，使 茁-catenin的
mRNA显著上调，Western blot显示胞内总 茁-catenin蛋白水平

明显增加，而磷酸化的 茁-catenin 水平明显下调，细胞核中

茁-catenin 水平显著上调，这一变化提示了 Wnt1、Wnt3 和
Wnt3a的高表达使 茁-catenin激活，并进入核内，为下游靶基因

的激活奠定了基础。由此可见 Wnt1、Wnt3和Wnt3a的高表达

在胃癌细胞Wnt信号通路激活中起着重要的作用。本研究同

时分析了 Wnt信号通路靶基因 CyclinD1 和 c-Myc 的 mRNA

表达情况，研究结果显示与正常胃组织比较，CyclinD1 和
c-Myc的 mRNA水平显著上调，这一结果与目前的报道一致。

说明胃癌组织中Wnt1、Wnt3和Wnt3a的高表达激活了下游信

号分子，进而导致了Wnt信号通路的异常激活。

许多研究 Wnt 信号通路激活与肿瘤转移存在一定的关
系[18]。我们比较了胃癌转移患者和非转移患者Wnt1、Wnt3和
Wnt3a 的水平，结果显示转移组患者胃癌组织中 Wnt1、Wnt3

和Wnt3a mRNA水平明显高于非转移组，具有显著差异性，提

示Wnt信号通路高水平激活贡献了胃癌的转移。目前也认为
Wnt信号通路在肿瘤干细胞中表达异常[19，20]。也提示我们Wnt

信号通路高度异常活化可能存在于胃癌肿瘤干细胞中，而肿瘤

干细胞不仅对化疗具有一定的抵抗性，对肿瘤转移起着关键作

用。

综上所示，Wnt1、Wnt3 和 Wnt3a 在胃癌组织中高表达引

起下游分子 茁-catenin的大量入核，导致 CyclinD1和 c-Myc等

靶基因的表达，使细胞增殖和分化紊乱，进而促进了胃癌的发

生、发展和转移。
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科(orthognathic surgery)，包括术前正畸和正颌手术，前者主要

排齐牙齿和纠正牙合曲线，后者主要通过手术截骨和重新拼接

恢复上下颌骨的正常生理位置。正颌外科治疗能使患者获得面

部美容与咬合功能俱佳的矫治效果，从而提高患者的生活质

量[12]。本研究结果表明牙颌面畸形患者术前缺乏自信，对周围

人的反应过分敏感。此类患者的心理问题可能由其异常的面部

轮廓导致，这种面容使他们在社会中受到差别对待，而这些情

况会进一步影响患者的心理健康。国外有研究表明患者术前在

体像方面的评分较正常人偏低，术后的患者在自信和外 /内向
性格方面[1, 13-15]都有了很大的改善，患者的人际关系特别是和异

性的关系会明显改善，随着自我概念(self-concept)和体像的提

升，患者便会更加喜爱社交活动。因此，正颌外科能通过手术改

善患者面部的美观，从而给患者更好地融入社会创造条件。
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